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Resumo

Objetivos: A reserva ovariana de pacientes com lupus eritematoso sistémico
(LES) pode ser afetada pela atividade de doenca e pelo tratamento medicamentoso.
Estudos realizados até o momento mostram que pacientes com LES tém taxas de
fertilidade semelhantes as de mulheres higidas da mesma idade. Este trabalho tem
como objetivo estudar a reserva ovariana de pacientes com LES e compara-la com a

de controles saudaveis através da dosagem do hormonio anti-Mulleriano (HAM).

Métodos: Estudo de caso-controle no qual foram incluidas 80 mulheres pré-
menopausicas, sendo 40 pacientes com diagnéstico de LES segundo critérios de
classificagdo do American College of Rheumatology (ACR) de 1997 e 40 controles
higidos pareados pelo uso de anticoncepcional oral. Foi utilizado o kit Human AMH
ELISA (CUSABIO, Wuhan, China) para a determinagao quantitativa da concentragao

sérica do HAM em sangue venoso.

Resultados: Nao houve diferenga significativa entre os niveis séricos de HAM
nas pacientes com LES e nos controles (22,79 + 17,32 ng/ml versus 21,41 £ 16,22
ng/ml, respectivamente; p=0,7), mesmo apos ajuste para a idade (21,03 + 2,74 ng/ml
versus 23,97 £ 2,71 ng/ml; p=0,5). N&o foi identificada correlagdo do HAM com
tempo de doenga (r=0,2; p=0,3), indice de massa corporal (IMC) (r=0,2; p=0,2) e
indices de atividade [SLEDAI (r=0,1; p=0,7)] e cronicidade de doenga [SLICC (r=0,1;
p=0,7)]. Nao houve associagdo do HAM com etnicidade, tabagismo ativo e uso

prévio de ciclofosfamida ou outros imunossupressores.

Conclusao: Neste estudo transversal, mulheres com LES apresentaram
niveis de HAM semelhantes aos de controles saudaveis, indicando reserva ovariana

preservada nessa populacao.

Palavras-chave: Ilupus eritematoso sistémico, horménio anti-Mulleriano,

reserva ovariana.



Abstract

Objective: The ovarian reserve of patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) may be affected by disease activity and medication use. Studies have found
that patients with SLE have similar fertility rates to healthy women of the same age.
The goal of the present study was to investigate the ovarian reserve of patients with
SLE by measuring anti-Mullerian hormone (AMH) levels, and compare it to that of

healthy controls.

Method: This was a case-control study performed on 80 premenopausal
women, of whom 40 fulfilled the 1997 American College of Rheumatology (ACR)
criteria for SLE  and 40 healthy controls paired by hormonal contraceptive use.
Serum concentrations of AMH in peripheral venous blood were measured using a
Human AMH ELISA kit (CUSABIO, Wuhan, China).

Results: AMH serum levels did not differ between patients with SLE and
controls (22.79 + 17.32 ng/ml versus 21.41 £ 16.22 ng/ml, respectively, p=0.7), even
after adjusting for age (21.03 + 2.074 ng/ml versus 23.97 + 2.71 ng/ml; p=0.5). AHM
levels were not significantly correlated with disease duration (r=0.2; p=0.3), body
mass index (BMI) (r=0.2; p=0.2) and disease activity [SLEDAI (r=0.1; p=0.7)] and
damage indices [SLICC (r=0.1; p=0.7)]. No associations were found between AMH
and ethnicity, current smoking, as well as current or prior use of cyclophosphamide

and other immunosuppressants.

Conclusion: In this cross-sectional study, women with SLE demonstrated
similar AMH levels to healthy controls, suggesting preserved ovarian reserve in this

population.

Keywords: Systemic lupus erythematosus, anti-Mullerian hormone, ovarian

reserve.
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1 Introdugao

Ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doencga autoimune crénica,
heterogénea, de etiologia ainda n&o completamente conhecida, que tem como
caracteristica a producao de autoanticorpos e 0 acometimento de multiplos sistemas
organicos (1). Atinge predominantemente mulheres em idade reprodutiva e pode
afetar sua fertilidade pela atividade da doenca, bem como pelos tratamentos
utilizados no seu manejo (2). A infertilidade é definida pela falha em conceber apos
12 meses de intercurso sexual regular desprotegido (3).

O termo “reserva ovariana” refere-se ao potencial reprodutivo em funcéo do
numero e da qualidade dos ovdcitos remanescentes, sendo, portanto, um preditor de
fertilidade (4). A reserva ovariana total € composta pelos foliculos primordiais em
repouso e pelos foliculos que entram em crescimento apdés o recrutamento. O
horménio anti-Mulleriano (HAM) é uma glicoproteina dimérica, membro da
superfamilia do fator transformador do crescimento beta (TGFB). No ovario, &
secretado apenas pelas células da granulosa dos foliculos ovarianos em
crescimento e seu nivel sérico tem se mostrado marcador fidedigno da reserva

ovariana (5).

A taxa de sobrevida em 5 anos em pacientes portadores de LES aumentou de
cerca de 40% nos anos 50 para mais de 90% em estudos que iniciaram apds 1980
(6,7) e a tendéncia € de que este aumento continue no século XXI (8). Apesar da
redugdo do risco de mortalidade precoce, os pacientes ainda encontram-se sob
significante risco de morbidade causado pela atividade da doenga e pelos efeitos
adversos do tratamento, principalmente corticoides e agentes citotoxicos (9). Sendo
assim, ainda existe influéncia significante na saude reprodutiva de mulheres jovens e

no seu planejamento familiar.

As pacientes que apresentam reserva ovariana diminuida tém maior risco de

infertilidade, ldentificar estas pacientes mostra-se util na medida em que permite
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evitar tratamentos de maior toxicidade ovariana e buscar alternativas para preservar

a funcéao reprodutiva destas pacientes.
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2 Revisao da literatura

21 Estratégias para localizar e selecionar as informagoes

Na revisao da literatura, pretende-se abordar as possiveis influéncias do LES
em relagdo a fertiidade feminina e explorar o valor do HAM como instrumento
adequado na avaliagdo da reserva ovariana tanto em mulheres higidas quanto em
pacientes com LES. A estratégia de busca incluiu a base de dados MEDLINE
(PubMed). Foi realizada revisdo das referéncias bibliograficas dos artigos citados no
intuito de incluir possiveis artigos faltantes na primeira estratégia de busca. Também
foram consultados livros-textos. Os termos utilizados no site PubMed em busca
realizada em janeiro de 2012 foram “systemic lupus erythematosus”, “anti-mullerian
hormone and ovarian reserve” e “systemic lupus erythematosus and anti-mullerian
hormone”. Foram localizados 57.428 artigos com os temos “systemic lupus
erythematosus”; 471 artigos com os termos “anti-mullerian hormone and ovarian
reserve” e apenas 14 artigos com os termos “systemic lupus erythematosus and anti-

mullerian hormone”.
2.2 Epidemiologia
2.2.1 Lapus eritematoso sistémico

A incidéncia anual de LES nos Estados Unidos varia entre de 1,8 a 7,6
casos/100.000 pessoas por ano (10,11). Estudo brasileiro realizado em Natal (RN)
em 2000 encontrou taxa de incidéncia de 8,7 por 100.000/ano, sendo 14,1 para
mulheres e 2,2 para homens (12). A prevaléncia global do LES nos Estados Unidos
e Hawaii tem sido reportada variando entre 14,6 e 122 casos/100.000 pessoas
(10,11,13). Em mulheres, as taxas de prevaléncia variam de 164 (caucasianas) a
406 (afroamericanas) por 100.000 (14).

2.2.2 Infertilidade

Infertilidade é definida como falha em conceber apds um periodo de 12 meses

de intercurso sexual regular desprotegido.
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Estudos prospectivos realizados nos Estados Unidos encontraram incidéncia
estimada de infertilidade em mulheres de cerca de 12 a 18% (15). A frequéncia de
infertilidade primaria em mulheres casadas por grupo etario nos Estados Unidos
entre 1982 e 2010 foi de 7,3 a 9,1% para mulheres com idade entre 15 a 34 anos, de
25% entre 35 a 39 anos e de 30% entre 40 a 44 anos (16).

2.2.3 Infertilidade nas pacientes com lupus eritematoso sistémico

Infertilidade é definida como falha em conceber apés um periodo de 12 meses

de intercurso sexual regular desprotegido.

Mulheres com LES tém numero de gestagdes similar a mulheres higidas,
porém com maiores taxas de perdas gestacionais, sobretudo causadas pela
sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAAF) (17,18).

2.3 Diagnéstico de lapus eritematoso sistémico

A heterogeneidade clinica e a falta de caracteristicas patognoménicas tornam
o diagndstico de LES um desafio. A exclusdo de diagndsticos diferenciais € um
passo importante no processo diagndstico. Os critérios de classificagdo devem ser
usados como guias para ajudar a identificar algumas caracteristicas relevantes da
doenca, lembrando que eles foram criados com o objetivo de classificar pacientes
para padronizacdo da linguagem cientifica em estudos clinicos. Historia clinica
detalhada e exame fisico completo sdo fundamentais, devendo os exames de
laboratorio serem complementares a esta investigagdo. Alguns marcadores
sorologicos como o anti-DNA dupla hélice e anti-Smith (Sm) sdo importantes pois

tém alta especificidade (19).

Podemos dizer que o paciente tem LES quando preenche pelo menos 4 de 11
critérios de classificagdo do American College of Rheumatology (ACR) de 1982,

revisados em 1997 (Anexo 1).
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2.4 Patogénese do ltupus eritematoso sistémico

A etiologia do LES é pouco conhecida e claramente multifatorial. Muitas
observagbes sugerem papel de fatores genéticos, hormonais, imunologicos e
ambientais. A figura 1 mostra as fases do desenvolvimento da autoimunidade
patogénica.

Figura 1 — Fases do desenvolvimento da autoimunidade patogénica

Imunidade Autoimunidade Autoimunidade Doenca

. ~ . ﬁ r .
Normal Benigna Patogénica Clinica

Adaptado de Arbuckle MR, McClain MT, Rubertone MV, Scofield RH, Dennis GJ, James JA, et al.
Development of autoantibodies before the clinical onset of systemic lupus erythematosus. N Engl J
Med. 2003;349(16):1526-33.

2.4.1 Predisposigao genética
Agregacédo familiar, altas taxas de concordancia entre gémeos e diferente

prevaléncia e gravidade entre grupos étnicos indicam que componentes genéticos

exercem importante papel na patogénese do LES (20). A taxa de concordancia de
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LES entre gémeos monozigoticos € de cerca de 40%, enquanto que entre o0s
dizigdticos é de apenas 4% (21). Estudos gendmicos identificaram 30 a 40 loci de
genes com polimorfismos (ou menos comumente mutagdes) que predispdem ao
LES (22).

Fatores genéticos que conferem razbes de risco mais elevadas sao
deficiéncia dos componentes iniciais do complemento C1q (mais de 90% dos
individuos desenvolvem LES), C4A e B, C2 ou a presenga de um gene mutante
TREX1 (codifica a endonuclease1, enzima de reparo que atua degradando DNA),
todos relativamente raros na populagcdo (23). Fora isso, ndo ha um unico
polimorfismo génico capaz de criar alto risco de LES, sendo necessaria a
combinacao de varios genes de suscetibilidade ou a presenca destes somada a
auséncia de genes protetores para atingir a suscetibilidade genética suficiente capaz

de permitir o desenvolvimento da doencga (24).
2.4.2 Fatores hormonais

A funcdo imunorregulatéria do estradiol, testosterona, progesterona,
dehidroepiandrosterona (DHEA) e hormdnios pituitarios sustenta a hipotese de que

eles possam modular a incidéncia e a gravidade do LES (25).

O papel etiolégico dos hormbénios no LES pode estar relacionado ao seu
efeito na responsividade imune. Os estrégenos estimulam timécitos, células T CD8+
e CD4+, células B e macréfagos. Estimulam também a liberagéo de certas citocinas
e a expressao do antigeno leucocitario humano (HLA) e de moléculas de adeséao de
células endoteliais (26). Um efeito potencialmente importante do estradiol é sua
habilidade de reduzir a apoptose de células B autorreativas com elevada afinidade
por anti-DNA, promovendo a sua maturagao seletiva (27). Desta forma, as mulheres
estao mais predispostas a produzir autoanticorpos que eventualmente podem levar a
expressdo clinica de LES. Por outro lado, os androgenos tendem a ser
imunossupressores (28), podendo desempenhar um papel protetor.
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A progesterona reduz a proliferagdo da célula T e aumenta o numero de
células CD8 (29) e em conjunto com elevados niveis de estrogenos promove uma

resposta Th2, que favorece a producao de autoanticorpos (30).

Exacerbacgbes clinicas em pacientes com LES tém sido associadas a
hiperprolactinemia (31). Existem também evidéncias de aumento da incidéncia de
doencgas da tireoide (32,33) e anormalidades no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

nos pacientes com LES (34).
2.4.3 Fatores imunolégicos

Existem numerosos defeitos imunes em pacientes com LES, porém, sua
etiologia ndo esta completamente clara. Acredita-se que a perda da auto-tolerancia
cause anormalidades na regulagdo imunoldgica e leve ao desenvolvimento de uma

resposta autoimune (35).

O LES é mediado por autoanticorpos e pelos imunocomplexos que estes
formam com antigenos. Os autoanticorpos podem estar presentes por anos antes da
manifestacdo dos primeiros sintomas da doenga (36). Os autoantigenos que eles
reconhecem estdo presentes na superficie celular, particularmente em células
ativadas ou que sofrerdo apoptose (37). A fagocitose e a depuragdo de complexos
imunes e células apoptdticas sdo defeituosa no LES, permitindo a sua persisténcia
(38). Células B e plasmacitos que produzem autoanticorpos estéo persistentemente
ativadas e suscetiveis a maturagao pelo fator ativador de células B (BAAF), também
conhecido como estimulador de linfécitos B (BLyS) e por células T helper,
aumentando a producdo de seus produtos, como IL-6 e IL-10. O BAAF, que tem
niveis séricos elevados em alguns pacientes lupicos, é essencial para a sobrevida e
a maturagao das células B imaturas e transicionais em plasmoblastos e células B de
memoria, favorecendo o desenvolvimento de células B autorreativas (39). Este
aumento da persisténcia de autoanticorpos acaba por ndo sofrer downregulation
adequada pelos anticorpos anti-idiotipicos ou pelas células T regulatérias ou

supressoras.
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Alguns complexos antigeno-anticorpo ativam o sistema imune inato via
receptores Toll-like (TLR) 7 e 9, os quais estimulam as células dendriticas a produzir
TNF-alfa e interferon tipo 1, as células T a liberar interferon gama, IL-6, IL-10,
enquanto células natural killer (NK) e células T falham em liberar quantidades
adequadas de TGF[3. Este padrao de citocinas favorece a continua formacao de
autoanticorpos (40). Os TLR também podem atuar através do sistema imune

adaptativo, estimulando as células B autorreativas.

Desta forma, tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo favorecem a
continua produgao de autoanticorpos nos pacientes com LES, produzindo um perfil
imunoldgico especifico, caracterizado pelo desenvolvimento de elevados niveis de
anticorpos antinucleares, especialmente contra DNA, particulas ribonucleicas de
pequeno tamanho (Sm), ribonucleoproteina (RNP), proteinas associadas a acidos
ribonucleicos (Ro/SSA), fosfoproteinas associadas ao RNA (La/SSB), nucleossomas
e outros antigenos nucleares (41,42). Alguns destes autoanticorpos s&o clinicamente
importantes. O FAN é positivo em algum momento no curso da doenga em mais de
95% dos pacientes com LES e sua negatividade em repetidos testes sugere que
outro diagndstico deva ser considerado. O anti-DNA de dupla-hélice esta associado
com maior risco de nefrite; anticardiolipinas, com maior risco de eventos trombaticos
e perdas fetais; anti-Ro/La, com maior risco de lupus neonatal. Porém, nem todos os
autoanticorpos sado patogénicos. Individuos higidos, por exemplo, produzem
normalmente autoanticorpos nao-patogénicos, embora em pequenas quantidades.
Sendo assim, a variabilidade clinica existente entre diferentes pacientes pode refletir
a variabilidade na quantidade e qualidade da resposta imune.

2.4.4 Fatores ambientais

Diversos fatores ambientais podem influenciar o sistema imunoldgico e de
alguma forma contribuir na etiologia do LES. Agentes infecciosos como virus,
bactérias e micobactérias podem causar sintomas semelhantes aos do LES ou até
mesmo exacerbacgdes da doencga (43,44). Estudos em criangas lupicas sugerem que
a infecgao pelo virus Epstein-Barr (EBV) possa ser um gatilho para a doenga (45).

Retroviroses enddgenas também parecem ter este papel (46).
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A luz ultravioleta (UV) pode levar os queratindcitos a expressar maior numero
de pequenas particulas ribonucleicas nucleares (snRNPs) na sua superficie celular
(47) e a secretar maior quantidade de IL-1, IL-3, IL-6, fator estimulador de colénias
de macrofagos-granulécitos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
estimulando as células B a produzir mais anticorpos. Em adi¢cdo ao seu efeito local
cutaneo, a luz UV pode também estimular a autoimunidade interferindo com o
processamento de antigenos através da ativagao dos macréfagos. A radiagao UV
diminui a metilacdo do DNA da célula T, que pode levar a superexpressao do
antigeno 1 associado a fungédo do linfécito (LFA-1) (48). Estas células T podem

entdo se tornar autorreativas resultando na formagao de autoanticorpos.

Poeira de silica pode aumentar o risco de desenvolver LES, especialmente
em mulheres afroamericanas (49). Alergias a medicagdes, sobretudo antibidticos,
sao relatadas mais frequentemente em pacientes com diagndstico recente de LES
que em controles saudaveis (50). Uma meta-analise de estudos sobre uso de alcool
e risco de LES concluiu que consumo alcéolico moderado pode ter efeito protetor
(51).

2.5Tratamento do LES e seu impacto na fertilidade

Alguns medicamentos utilizados no tratamento do LES podem prejudicar a
fertilidade. Um estudo de coorte holandés realizado recentemente com pacientes
portadoras de artrite reumatoide encontrou aumento do tempo até a gestagcdo em
pacientes usuarias de AINEs ou prednisona em dose superior a 7,5 mg por dia (52).
Este achado sugere possivel efeito prejudicial destas medicagbes comumente

usadas também pelas pacientes lupicas sobre a fertilidade.
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A ciclofosfamida tem influéncia na fungao ovariana, principalmente em idades
mais avancadas. Um trabalho publicado em 2006 encontrou 39% de prevaléncia de
faléncia ovariana em pacientes tratadas com ciclofosfamida com idade inferior a 30
anos e 59% em pacientes de 30 a 40 anos (53). Um estudo de coorte realizado entre
setembro de 2010 e julho de 2011 nos Estados Unidos comparando a historia
reprodutiva de mulheres jovens portadoras de doenga reumatolégica com ou sem
exposicao prévia a ciclofosfamida, concluiu que mais mulheres com exposi¢cao
prévia a ciclofosfamida tiveram mais amenorreia, nuliparidade e infertilidade (54). De
Araujo e colaboradores mostraram que o uso de doses cumulativas elevadas de
metotrexato € uma possivel causa de disfungcdo ovariana subclinica em pacientes

adultos com LES diagnosticado na infancia (55).
2.6 A influéncia do lupus eritematoso sistémico na fertilidade

A autoimunidade pode interferir em diversos aspectos associados a fertilidade
causando, por exemplo, alteragdes da funcio tubaria, faléncia ovariana, falha de
implantagdo embrionaria e perda gestacional. Cerca de 10 a 30% das mulheres com
faléncia ovariana prematura (FOP) tem uma doencga autoimune concomitante (56).
Reacdes autoimunes contra os ovarios podem ser gerais ou parciais. A evidéncia de
base autoimune para FOP é dada pela presenca de autoanticorpos contra células
produtoras de esteroides em cerca de 80% das pacientes e ooforite com infiltrado de
linfécitos T CD4+ e CD8+ (57).

Um estudo de caso controle realizado em 2009 na Finlandia avaliou a histéria
reprodutiva de mulheres lUpicas comparadas com controles saudaveis. Os autores
nao encontraram diferenca na média de idade por ocasido da menarca e frequéncia
de infertilidade, porém, a menopausa ocorreu mais precocemente entre as pacientes

lupicas (58).

Sugere-se que a fertilidade possa estar reduzida em algumas pacientes por
causa de irregularidades menstruais e ciclos anovulatérios durante atividade da
doenca e administragcdo de elevadas doses de corticoide (59). Algum grau de

irregularidade menstrual esta presente em até 53% das pacientes com LES e idade
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abaixo de 40 anos e pacientes com maior atividade de doencga apresentam maior
frequéncia de alteragbes menstruais (60).

Um estudo de caso-controle recente realizado no Brasil avaliou marcadores
de reserva ovariana em 27 pacientes com LES e em 27 controles, tanto casos como
controles com ciclos menstruais regulares. A contagem folicular antral foi
significativamente menor nas pacientes lupicas e mostrou correlagdo negativa com o
indice de dano organico e com a dose cumulativa de ciclofosfamida. Os niveis de
horménio anti-Mulleriano tiveram correlagdo negativa com a dose maxima de
corticoide ja usado. Estes resultados sugerem que a reserva ovariana possa
também estar reduzida em pacientes com LES mesmo com ciclos menstruais
regulares (61). A funcdo ovariana pode ser reduzida pela ooforite autoimune no LES,
levando a FOP (62). Nefrite lupica pode resultar em doenga renal terminal e
amenorreia, juntamente com hiperprolactinemia (63). Cerca de um terco das
mulheres com LES apresenta anticorpos antifosfolipides, o que pode explicar a

associagao entre LES e perdas gestacionais (64).
2.7 O horménio anti-Miilleriano como marcador de reserva ovariana

O numero de ovécitos atinge o maximo de 6 a 7 milhdes por volta da vigésima
semana de gestagéo e, por um processo continuo de atresia/apoptose, apenas 1 a 2
milhdes de foliculos alcangam o periodo neonatal (65). Apenas as ovogbnias que
entram em meiose sobreviverdo a atresia no ovario fetal antes do nascimento. Na
menarca, cerca de 300 mil sdo viaveis. A mulher ira utilizar cerca de 500 foliculos
primordiais durante os anos reprodutivos. Na época da menopausa, 0 ovario sera

formado por estroma denso e raros ovocitos remanescentes dispersos (66).

O crescimento folicular € iniciado no feto em um padrdo continuo e esta
relacionado com a massa total de foliculos e com fatores liberados por foliculos
atrésicos. Ciclos de crescimento folicular e subsequente atresia iniciam antes do
nascimento e continuam através dos anos reprodutivos. A viabilidade do ovdcito
declina na mulher mais velha em idade reprodutiva antes que ela tenha qualquer

decréscimo mensuravel na concentragdo hormonal sérica ou intrafolicular (67). A



26

menopausa é associada com um marcado declinio no numero de ovécitos que é
atribuido a atresia progressiva do pool de ovdcitos original. Contudo, a evidéncia da

deplecgéo absoluta de ovécitos atualmente é limitada (67).

O hormoénio anti-Mdlleriano (HAM), também chamado de “substancia anti-
Mdalleriana” € um polipeptidio membro da familia do TGFB. Esta envolvido na
diferenciacao sexual do embrido masculino, sendo produzido pelas células de Sertoli
nos testiculos, induzindo a regressao do ducto Mdlleriano, precursor embriolégico do

trato reprodutivo feminino (68).

Em individuos do sexo feminino, comecga a ser expresso no ovario fetal apos
a 362 semana de gestagdo. As meninas apresentam um pico no nivel sérico do HAM
logo apds o nascimento, seguido por um aumento sustentado até aproximadamente
os 9 anos de idade. Durante a puberdade (9 a 15 anos) ocorre uma inflexdao na
curva e até mesmo uma pequena queda, sucedida por uma segunda fase de
aumento, atingindo um pico por volta dos 25 anos. Apds isso, inicia um declinio
constante, alcancando niveis indetectaveis na idade média de 50-51 anos,
correspondendo a menopausa (69). A figura 2 mostra a variacéo do nivel sérico do

HAM ao longo da vida em individuos do sexo feminino.
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Figura 2. Variagao do nivel sérico do HAM ao longo da vida

n= 3,260

» HAM dados
= HAM modelo

18 |r2=0.34 =

Pico do HAM aos 24,5 anos

1

Log10(HAM#1)
{ng/ml)

-1 o1 3 5 7 9 1 1715 17 [ER i RS 7 M I - - F o3 H 43 45 47 49 5
IDADE (anos)

Reproduzido mediante autorizagdo de Kelsey TW, Wright P, Nelson SM, Anderson RA, et al. (2011)
A Validated Model of Serum Anti-Mullerian Hormone from Conception to Menopause. PLoS ONE 6(7):
€22024. doi:10.1371/journal.pone.0022024.

O HAM ¢é secretado apenas pelas células da granulosa dos foliculos
ovarianos em crescimento: primarios, secundarios, pré-antrais e antrais pequenos,
sendo produzido em maior nivel pelos dois ultimos (70). Ele possui dois principais
mecanismos de acdo no ovario: inibe o recrutamento inicial dos foliculos primarios a
partir dos foliculos primordiais (71,72) e, secundariamente, inibe a sensibilidade dos
foliculos antrais ao hormoénio foliculo-estimulante (FSH) durante o recrutamento
ciclico (73) (Figura 3). Desta forma, o HAM previne a deplegcdo prematura dos
foliculos (74). Apesar do prefixo “anti”, o HAM n&o tem papel na producédo de

anticorpos.
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Figura 3. Hormonio anti-Mulleriano e foliculogénese

tral pequeno

HAM

O horménio anti-Mulleriano (HAM) é secretado pelos foliculos em crescimento e sua produgao
aumenta ao longo do desenvolvimento folicular. Os niveis mais altos sdo secretados pelos foliculos
pré-antrais e antrais pequenos. O HAM inibe o recrutamento inicial dos foliculos primarios a partir do
pool de foliculos primordiais e reduz a sensibilidade dos foliculos antrais ao hormdnio foliculo-

estimulante (FSH) durante o recrutamento ciclico.

O termo “reserva ovariana” descreve o numero e a qualidade dos ovdcitos
remanescentes nos ovarios. A quantidade de foliculos primordiais remanescentes
parece se correlacionar com o numero de foliculos que entram em crescimento.
Como apenas os foliculos em crescimento produzem HAM, seus niveis plasmaticos
refletem a quantidade de foliculos primordiais remanescentes (75). Estudos em
camundongos (76) e em macacos (77) tém mostrado forte correlagao entre niveis de

HAM e o numero de foliculos primordiais.

Outros testes atuais para estimar a reserva ovariana incluem marcadores

ultrassonograficos (contagem de foliculos antrais e medida do volume ovariano) e
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marcadores hormonais (FSH, estradiol e inibina B). Estes testes refletem direta ou

indiretamente a quantidade de foliculos antrais remanescentes.

A contagem de foliculos antrais (CFA) e a medida do volume ovariano sao
medidas ultrassonograficas diretas e tém o inconveniente de exigir a realizacdo de
ultrassonografia transvaginal. Devem ser realizadas preferencialmente no inicio da
fase folicular, embora uma coorte retrospectiva ndo tenha encontrado diferenca na
predicdo de pobre resposta ovariana quando medidas foram feitas em diferentes

fases do ciclo menstrual (78).

A CFA é realizada visualizando-se os ovarios nos planos transversal e
longitudinal e contando-se os foliculos com didmetro entre 2 a 10 mm. O tamanho
dos foliculos é a média de dois didametros perpendiculares, um dos quais deve ser o
de maior dimensao de cada foliculo (79). Uma CFA baixa (entre 4 a 10) sugere
pobre reserva ovariana (80). A CFA tem uma boa correlagdo com o HAM (81),
apresenta elevada especificidade, porém, tem baixa sensibilidade, o que acaba por

limitar seu uso clinico (82).

O volume ovariano é calculado usando-se a férmula de um elipsoide
(D1xD2xD3x11/6), na qual utiliza-se a medida de 3 diametros perpendiculares
(longitudinal, &ntero-posterior e transverso). O volume ovariano permanece
inalterado até o periodo perimenopausa e nao adiciona valor preditivo a CFA (83). O
declinio do volume ovariano é um evento tardio, observado em mulheres com mais
de 40 anos (84).

Na fase folicular inicial os niveis de inibina B e de estradiol sdo considerados
dependentes do numero de foliculos antrais. Os niveis de FSH s&o regulados por
feedback negativo destes dois produtos da célula granulosa, por isso, eles refletem
mais indiretamente o pool de foliculos antrais. O declinio associado a idade no
numero de ovocitos leva a reducdo dos niveis de estradiol e inibina B e,

consequentemente, ao aumento do FSH (85).
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Os niveis de FSH devem ser medidos preferencialmente no terceiro dia do
ciclo menstrual. O teste € barato e de facil realizagdo, porém possui variabilidade
diurna, intra e interciclo menstrual (86,87). A utilidade desse teste € limitada pela
falta de padronizagédo dos ensaios. Existem diferencas de até 3 vezes nas medidas

de FSH na mesma amostra de soro com diferentes ensaios (88).

A inibina B é uma glicoproteina heterodimérica liberada pelas células da
granulosa dos foliculos ovarianos. Um decréscimo dos niveis de inibina B
provavelmente precede o aumento da concentragdo do FSH (89). Contudo, alguns
trabalhos falharam em mostrar qualquer valor preditivo adicional na medida da

reserva ovariana (90,91), inclusive quando em niveis muito baixos (92).

Uma meta-analise concluiu que os niveis basais de estradiol ndo acrescentam
valor preditivo aos outros testes comumente usados para avaliacdo da reserva

ovariana, nao recomendando seu uso rotineiro na pratica clinica (93).

Comparado com estes marcadores hormonais, os niveis plasmaticos do HAM
parecem associarem-se melhor com o declinio longitudinal dos ovécitos/foliculos ao
longo do tempo, mesmo antes da ocorréncia de ciclos irregulares (94). Em contraste
com as flutuacdes ciclicas caracteristicas do FSH, estradiol e inibina B, o HAM
mostra flutuacdo intraciclica pequena ou ausente (70, 95, 96).

Existem, contudo, algumas condi¢des que podem causar variabilidades nos
niveis séricos do HAM. O uso de -contraceptivos hormonais orais reduz
significativamente os niveis do HAM, como demonstrado em estudo de coorte com
863 mulheres (228 usuarias de anticoncepcional oral e 504 ndo-usuarias) em que as
usuarias apresentaram niveis 29,8% mais baixos que as controles (97, 98) e,
segundo outro estudo, esta redug¢ao ocorre independente da via de administragao do

anticoncepcional (99).

Em relagcdo a gestacdo, o unico estudo longitudinal realizado, composto por
60 pacientes, mostrou redugéo significativa dos niveis do HAM no segundo e
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terceiro trimestres em comparagao com o primeiro (100). Recentemente, Kdninger e

colaboradores confirmaram estes resultados através de um estudo transversal (101).

Existem resultados contraditérios em relagcdo ao HAM e tabagismo. Alguns
estudos encontraram redugao dos niveis de HAM em tabagistas (102, 103). Em
outros, contudo, os niveis foram similares (104, 105, 106).

Alguns trabalhos indicaram uma associag&o inversa entre o indice de massa
corporal (IMC) e os niveis de HAM (107, 108), porém este achado nao tem sido
consistente (109, 110). Um estudo recente mostrou que esta associagédo € idade-
dependente, sugerindo ser secundaria a forte associagcdo do HAM e do IMC com a
idade (111).

Em pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (SOP) os niveis séricos
do HAM sao 2 a 4 vezes mais altos que em mulheres saudaveis (112,113). A causa
de tal elevagao ainda nao é completamente compreendida, porém existe evidéncia
de que este aumento seja secundario a uma propriedade intrinseca das células da
granulosa (114). Além disso, ha correlacao positiva entre os niveis de andrégenos e
de HAM nestas pacientes, podendo eles também ter algum papel nesta elevagao
(115,116,117).

Recentes estudos mostraram que os niveis de HAM podem variar de acordo
com a etnicidade, com mulheres afroamericanas e hispanicas apresentando niveis
mais baixos dos que os encontrados em caucasianas (118, 119).

Diversos estudos prospectivos longitudinais envolvendo mais de 11 anos de
seguimento de mulheres normo-ovulatorias tém mostrado que o HAM é o melhor
marcador enddcrino na avaliagdo do envelhecimento ovariano e que 0s niveis
plasmaticos do HAM, com acuracia razoavel, podem prever o inicio da menopausa
(120).

O HAM parece ser um indicador precoce, confiavel e direto do declinio da
funcéo ovariana, contudo, ndo ha consenso no que diz respeito aos valores limiares
apropriados. Além disso, existem trabalhos mostrando grande dispersédo das
concentragdes séricas do HAM em populagdes comparaveis obtidas através de dois
diferentes imunoensaios ultra sensiveis disponiveis no mercado — AMH Beckman
Coulter ELISA e AMH Diagnostic System laboratories (DSL) ELISA. Como exemplo,
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um estudo encontrou niveis de HAM cerca de 4,6 vezes menores com o kit DSL,
mostrando que o ponto de corte varia de acordo com o ensaio utilizado (121). Ja um
outro trabalho analisando a correlagdo entre trés ensaios diferentes (Active
MIS/AMH ELISA, DSL; EIA AMH/MIS, I0T; AMH Gen II, Beckman Coulter)
encontrou concentragdes de HAM apenas ligeiramente mais altas quando utilizado o
kit Gen Il, mostrando boa correlagéo entre os trés kits (122). Outro estudo avaliando
reserva ovariana em pacientes com doenga de Behget, também encontrou
resultados similares e forte correlagdo ao dosar o HAM com 2 diferentes kits (AMH
Gen |l, Beckman Coulter; US AMH/MIS AnshLabs ELISA) (123).

Em estudos que avaliaram taxa de sucesso com fertilizagao in vitro, niveis
séricos de HAM menores de 0,5 ng/mL sugeriram fortemente deplegado folicular
enquanto niveis séricos 21,26 ng/mL foram consistentes com uma boa reserva
ovariana, utilizando o kit AMH Gen Il, Beckman Coulter (121,124).

2.8 Avaliagcdo da reserva ovariana em pacientes lapicas pré-

menopausicas através do hormonio anti-Miilleriano

Poucos estudos utilizando o HAM na avaliagdo de reserva ovariana em
pacientes com LES foram feitos até o momento. Um estudo de caso-controle
realizado na Alemanha entre fevereiro de 2009 e maio de 2010 analisou a influéncia
do LES na reserva ovariana levando em consideracdo atividade de doenca e seu
tempo de duragao. A reserva ovariana foi determinada através da dosagem do HAM
em 33 pacientes lupicas pré-menopausicas, sem exposi¢cao prévia a ciclofosfamida e
em 33 pacientes controles pareadas pela idade. Os niveis de HAM nas pacientes
com LES foram significativamente mais baixos que nos controles saudaveis
pareados pela idade. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos em relacdo ao numero de filhos e abortos e ndo houve correlagdo entre o
nivel de HAM e o tempo de duracdo da doenga ou o SLEDAI como indicador de
atividade de doenca (125).
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Coorte chinesa de 216 pacientes com LES acompanhada entre junho e
outubro de 2009, estudou o nivel de HAM e sua relagcdo com a idade e exposicao
prévia a ciclofosfamida. O nivel médio de HAM foi significativamente mais baixo em
pacientes previamente expostas a ciclofosfamida, ajustadas para a idade. Porém,
nao houve diferencga significativa nesta média quando comparado usuarias ou nao
de outros imunossupressores como micofenolato de mofetila, azatioprina e

inibidores da calcineurina (126).

Estudo de caso-controle realizado em 2012 na Franga encontrou niveis
baixos de HAM em pacientes lupicas, com decréscimo significativo associado a
idade e ao uso prévio de ciclofosfamida. A pesar disso, o risco de insucesso
gestacional foi baixo (15,8%), sendo que o uso prévio de ciclofosfamida foi fator

preditor estatisticamente significativo (127).

Estudo de caso-controle com numero reduzido de pacientes (27 em cada
grupo) realizado no Brasil encontrou valores médios de reserva ovariana
semelhantes nos dois grupos, porém, as pacientes com LES apresentaram mais
ampla distribuicdo de valores do HAM. A fungao ovariana foi mais comprometida em
pacientes com maior dose cumulativa de ciclofosfamida e com maiores escores de

dano de doencga (128).

A tabela 1 mostra os resultados mais relevantes dos principais artigos
publicados até o momento avaliando a reserva ovariana através da dosagem do

HAM em pacientes com LES.
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Tabela 1. Resumo dos principais artigos publicados avaliando a reserva ovariana

através do HAM em pacientes com LES

Estudo Delineamento Seguimento Resultados principais
Lawrenz B Caso-controle, 33 pacientes em Fevereiro de 2009 a maio Niveis de HAM significativamente mais
etal 1® cada grupo 2010, Alemanha baixos nas pacientes com LES
Mok CC et Coorte, 216 pacientes com LES ~ Junho a outubro de 2009, O nivel médio de HAM foi significativamente
al %) China mais baixo em pacientes previamente
expostas a CYC
Morel N et Caso-controle, 56 pacientes em 2012, Franca Niveis mais baixos de HAM em pacientes
al {127 cada grupo com LES, com decréscimo significativo
associado a idade e ao uso prévio de CYC
Malheiro Caso-controle, 27 pacientes em  Brasil Valores médios de reserva ovariana
OBetal ™  cada grupo semelhantes nos dois grupos. Pacientes
com LES apresentaram mais ampla
distribuicao dos valores do HAM
Ma W et al Caso-controle, 23 pacientes China Os niveis de HAM foram significativamente
(129) com LES virgens de tratamento mais baixos em pacientes com LES em
citotoxico, 19 que receberam relagdo aos controles, porém, nado se
CYC e 21 controles higidos observou diferenga entre os usuarios de
CYC ou néo
Velarde- Estudo transversal, 65 pacientes Margo a agosto de 2011, N&o houve correlagéo entre o uso de CYC,
Ochoa MD com LES México atividade de doenca e os niveis de HAM
etal ™9
Chen D et Caso-controle, 77 pacientes China Pacientes com LES e idade > 30 anos, e sob
al 3" com LES e 38 controles a exposigdo a CYC> 10 g apresentam niveis
saudaveis mais reduzidos de HAM
de Araujo D Caso-controle, 57 pacientes Brasil Correlacdo negativa entre a dose cumulativa
etal ® adultas com LES diagnosticado de MTX e os niveis de HAM

na infancia e 21 controles

saudaveis

LES: lupus eritematoso sistémico; CYC: ciclofosfamida; HAM: hormonio anti-Mdlleriano; MTX: metotrexato.
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3 Objetivos

3.1  Objetivo principal

Estimar a reserva ovariana através da dosagem do horménio anti-Mulleriano

em pacientes com LES e compara-la com a de controles higidos.
3.2 Objetivos secundarios

Estabelecer a associacao entre a reserva ovariana e indices de atividade

(SLEDAI) e cronicidade (SLICC damage index) de doenga em pacientes com LES..

Avaliar a influéncia do tratamento com ciclofosfamida e outras drogas

citotoxicas na reserva ovariana de pacientes lupicas medida pelo HAM.

Determinar o impacto do tabagismo, do indice de massa corporal e da

etnicidade na reserva ovariana de pacientes lupicas medida pelo HAM.
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Abstract

Objective: The ovarian reserve of patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) may be affected by disease activity and medication use. Studies have found that
patients with SLE have similar fertility rates to healthy women of the same age. The goal
of the present study was to investigate the ovarian reserve of patients with SLE by
measuring anti-Mdullerian hormone (AMH) levels, and compare it to that of healthy

controls.

Method: This was a case-control study performed on 80 premenopausal women,
of whom 40 fulfilled the 1997 American College of Rheumatology (ACR) criteria for SLE
and 40 healthy controls paired by hormonal contraceptive use. Serum concentrations of
AMH in peripheral venous blood were measured using a Human AMH ELISA kit
(CUSABIO, Wuhan, China).

Results: AMH serum levels did not differ between patients with SLE and controls
(22.79 £ 17.32 ng/ml versus 21.41 £ 16.22 ng/ml, respectively, p=0.714), even after
adjusting for age (21.03 + 2.074 ng/ml versus 23.97 + 2.71 ng/ml; p=0.56). AHM levels
were not significantly correlated with disease duration (r=0.2; p=0.3), body mass index
(BMI) (r=0.2; p=0.2) and disease activity [SLEDAI (r=0.1; p=0.7)] and damage indices
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[SLICC (r=0.1; p=0.7)]. The association between AMH and ethnicity, current smoking, as
well as current or prior use of cyclophosphamide and other immunosuppressants was also

evaluated.

Conclusion: In this cross-sectional study, women with SLE demonstrated similar
AMH levels to healthy controls, suggesting preserved ovarian reserve in this population.

Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease with a
heterogeneous presentation whose etiology is still uncertain, and which is
characterized by autoantibody production and damage to several organs (1). SLE
affects predominantly women of reproductive age, whose fertility can be negatively
affected both by the disease activity itself and by the medications used to treat it
(2,3). Ovarian function can be reduced by autoimmune oophoritis, which may lead to
premature ovarian failure (4). Evidence of the gonadotoxic effect of
cyclophosphamide, especially in patients older than 30 years (5), of methotrexate (6)
and high doses of corticoids (7) has already been reported in the literature.

The term "ovarian reserve" can be defined as the remaining functional
capacity of the ovary. It is a predictor of fertility, calculated based on the number and
quality of follicles in the ovary at a given time (8). Anti-Mullerian Hormone (AMH) is a
dimeric glycoprotein which belongs to the transforming growth factor-B family
(TGFB). In the ovary, AMH is secreted by the granulosa cells of growing follicles, and
its serum levels have been found to be a reliable marker of ovarian reserve (9). AMH
levels also remain relatively stable over the course of the menstrual cycle, which is

an advantage over other measures of ovarian reserve (10).

The use of AMH as a marker of ovarian reserve in patients with SLE may
contribute to treatment decisions regarding the use of medications with known
gonadotoxic effects. However, studies on the topic have provided controversial
results (11-18).
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In view of these findings, the main goal of this study was to compare AMH-
based ovarian reserve between patients with SLE and healthy controls, while

controlling for the effects of confounders and medication usage.

Method

This was a case-control study performed at the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) from 2010 to 2014. The sample consisted of a cohort of patients seen
in the outpatient rheumatology clinic of the HCPA. The inclusion criteria were being
female and fulfilling the 1997 American College of Rheumatology (ACR) criteria for
SLE (19, 20). Control participants consisted of women with no history of
rheumatologic or autoimmune disease, recruited from voluntary blood donors of the
HCPA. The exclusion criteria for both case and control subjects were as follows:
known menopause, confirmed diagnosis of polycystic ovary syndrome (PCOS),
history of endometriosis, ovarian surgery or radiation, or refusal to participate.

Controls were paired by hormonal contraceptive use.

Samples were frozen at - 80°C. Serum AMH concentrations in peripheral
venous blood were quantified using a Human AMH ELISA (CUSABIO, Wuhan,
China) kit. All blood samples were drawn in duplicate on the same day by the same

health care professional.

The primary outcome of the study was the comparison of AMH-based ovarian
reserve between patients with SLE and healthy controls. Secondary outcomes were
the correlation of ovarian reserve and disease duration, body mass index, and
disease activity (SLEDAI) (21) and damage (SLICC/ACR damage index) (22) in
patients with SLE. The association between AMH and ethnicity, current smoking, as
well as current or prior use of cyclophosphamide and other immunosuppressants

was also evaluated.

Sample size was calculated using the WinPepi software, version 11.1. The
minimum sample size required to detect a difference of 1ng/ml AMH with a
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significance of 5%, a statistical power of 80%, and further values drawn from a
previous study (11), was 52 women (26 per group).

Categorical variables were expressed as absolute and relative frequencies,
and compared between groups using Chi-squared or Fisher's exact test. Quantitative
results were expressed as mean and standard deviation or median and interquartile
range. Student's T-test for independent samples was used for between-group
comparisons of quantitative variables and for the evaluation of AMH levels in patients
receiving different pharmacological treatments. AMH values were natural log-
transformed to improve the normality of distribution. An analysis of covariance
(ANCOVA) was used to control for the effect of age on AMH levels. Discrete
quantitative variables were compared between groups using the Mann-Whitney test.
The association between AMH and other quantitative variables was investigated
using Pearson correlations. Levene's test was used to determine the homogeneity of
variance of AMH levels. Data were analyzed using the SPSS software, version 18.

Results were considered significant at 0.05 (p value).
Results

The characteristics of cases and controls are shown in table 1. Mean age was
32.37 years for cases and 36.30 years for control subjects. These values differed
significantly between the two groups (p=0.045). No between-group differences were
observed with regard to hormonal contraceptive use (p=0.819), number of
pregnancies (p=0.666), miscarriages (p=0.086), ethnicity (p=0.754), current smoking
(p=0.225) and BMI (p=0.357). Table 2 shows the clinical and laboratorial parameters

of patients with SLE. Mean disease duration was 9.45 +7.64 years.



Table 1. Sample characteristics

Group
SLE Control p?
(n=40) (n=40)
Age + SD (years) 32.37+8.44 36.30+8.81 0.045
Hormonal contraceptive use (%) 15 (37.5) 17 (42.5) 0.819
Pregnancies ° 1.0 [0.0; 3.0] 1.0 [0.25; 2.0] 0.666
Miscarriages (%) 11 (27.5) 4 (10.0) 0.086
European ancestry (%) 33 (82.5) 35 (87.5) 0.754
Current smoking (%) 9 (22.5) 4 (10.0) 0.225
BMI+SD ¢ 25.33+4.90 26.31+4.32 0.357
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Abbreviations: SD (standard deviation); BMI (body mass index); SLE (systemic lupus erythematosus)

@ Chi-square test for categorical variables, Mann-Whitney test for asymmetrical quantitative variables
or Student's T test for symmetrical quantitative variables

® Median (interquartile range)

° Kg/m?



Table 2. Clinical and laboratory characteristics of patients with SLE
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Case group
Patient characteristics
(n=40)
Females (%) 40 (100)
Age + SD (years) 32.37+8.44
Age at diagnosis * SD (years) 23.43+8.10
Disease duration + SD (years) 9.45+7.64
Malar rash (%) 27 (67.5)
Discoid rash (%) 4 (10.0)
Photosensitivity (%) 37 (92.5)
Oral ulcers (%) 18 (45.0)
Arthritis (%) 32(80.0)
Serositis (%) 10 (25.0)
Nephritis (%) 19 (47.5)
Neurological disorders (%) 6 (15.0)
Hematologic disorders (%) 29 (72.5)
Hemolytic anemia (%) 8 (20.0)
Leuko/lymphopenia (%) 25 (62.5)
Thrombocytopenia (%) 5(12.5)
Immunologic disorders (%) 27 (67.5)
Anti-dsDNA (%) 22 (55.0)
Anti-Sm (%) 9 (22.5)
Anticardiolipin (%) 6 (15.0)
Lupus Anticoagulant (%) 1(2.5)
False positive VDRL (%) 3(7.5)
ANA (%) 40 (100)
Anti-Ro/SSA (%) 19 (47.5)
Anti-La/SSB (%) 8(20.0)
Anti-RNP (%) 13 (32.5)
Sjégren (%) 3(7.5)
Antiphospholipid syndrome (%) 0(0)
SLEDAI 2.0[0.0; 8.0]
sLicc? 0.0[0.0; 1.0]

Abreviations: SD (standard deviation); SLEDAI (systmic lupus erythematosus

disease activity index); SLICC (systemic international collaborating clinics).

@ Median [interquartile rangel].
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The mean AMH concentration was 22.79 +17.32 ng/ml in patients with SLE
and 21.41 £16.22 in the control group (figure 1). The difference between these
values was nonsignificant (p=0.714), and remained so even after controlling for
participant age (21.03 +2.74 ng/mL and 23.97 +2.71 ng/mL, respectively; p=0.562).
According to Levene's test, the variances of AMH values were homogeneous
between cases and controls (p=0.593). AMH levels were not correlated with age
(r=0.3; p=0.1), SLEDAI (r=0.1; p=0.7), SLICC/ACR DI (r=0.1; p=0.7), disease
duration (r=0.2; p=0.3), or BMI values (r=0.2; p=0.2). Additionally, no associations
were found between AMH levels and current smoking (p=0.649) or ethnicity
(p=0.482). Patients with Sjogren syndrome were found to have lower mean AMH
levels than the remainder of the case group (1.89 ng/ml versus 2.91 ng/ml, p=0.029).
AMH levels did not differ between patients who received cyclophosphamide
(p=0.499), mofetil or sodium mycophenolate (p=0.804), methotrexate (p=0.927), or
high doses of glucocorticoids (p=0.821) or azathioprine (p=0.487) treatment, as

shown in table 3.

Figure1. Serum levels of anti-Miillerian hormone in case and control subjects
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Table 3. Anti-Miillerian hormone levels according to type of immunosuppressive treatment®

Ln ® AMH (ng/mL) p°
Yes No
Cyclophosphamide 2.7 (x0.88) [11] 2.89 (£0.77) [29] 0.499
Mycophenolate 2.95 (+0.85) [3] 2.83 (+0.8) [37] 0.804
Methotrexate 2.86 (+1.12) [7] 2.83 (+0.73) [33] 0.927
Azathioprine 2.75 (+0.93) [20] 2.92 (+0.64) [20] 0.487
Glucocorticoids ° 2.86 (+0.8) [27] 2.79 (£0.81) [13] 0.821

@ Data presented as mean (standard deviation) [number of subjects]
® Natural logarithm
¢ Symmetrical quantitative variables were compared using Student's T-test

 Dose of immunosuppressant (= 1 mg/Kg of prednisone or equivalent)

Discussion

The present study revealed no differences in ovarian reserve between
patients with SLE and healthy controls. Our findings corroborate those of a
previous Brazilian study (14), although, unlike the study in question, AMH
levels in the present study did not exhibit greater variance in patients than in
controls. Recent studies of AMH levels have produced conflicting results

regarding the reduction in ovarian reserve in women with SLE (11-16).

SLE activity may cause autoimmune reactions in the ovaries which may
result in reduced ovarian reserve (23). However, in the present study, AMH
levels were not found to be correlated with SLEDAI or SLICC/ACR DI values.
This finding may be attributable to the low disease activity and damage indices
in the case group.
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In the present sample, AMH levels did not differ between patients with
European vs. non-European ancestry. These findings differ from those of
studies which have found AMH levels to differ among ethnic groups. Two
studies in the literature have found African-American and Hispanic females to
have lower AMH levels than caucasian females (24, 25). The present findings

may be attributable to the miscegenation of the Brazilian population (26).

We also found no influence of BMI on the ovarian reserve of patients
with SLE. The literature on the topic has produced conflicting results. Some
authors have found inverse associations between BMI| and AMH levels
(27,28). However, other studies have produced similar results to our own
(29,30). According to a recent study, the association between BMI and AMH
may be mediated by age, since both of these variables change significantly

over time (31).

Findings regarding the influence of current smoking on AMH-based
ovarian reserve status are also conflicting. While some studies have found
lower AMH levels in smokers (32, 33), other have reported no differences
between the AMH levels of smokers and non-smokers (34, 35, 36). In the
present study, no associations were found between current smoking and

ovarian reserve.

No other studies have identified associations between Sjogren
syndrome and reduced ovarian reserve. However, this may be a chance
finding due to the small number of patients with this syndrome in the sample.
Although the literature on the topic is scarce, the rheumatoid factor, whose
levels tend to be higher in patients with this syndrome, may interfere with
ELISA measurements of AMH (37).

The association between AMH levels and exposure to
cyclophosphamide and other immunosuppressants has already been studied
in the literature, and a Chinese cohort study of 216 patients with SLE found

that the 48 patients (22%) exposed to cyclophosphamide had lower mean
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AMH levels than the remainder of patients, even after adjusting for age (1.58
+2.92 versus 1.73 2.11 ng/ml; p=0.04) (12). Exposure to other
immunosuppressants (mofetil mycophenolate, azathioprine and calcineurin
inhibitors) was not found to be associated with AMH levels (12). The present
results did not find an association between exposure to cyclophosphamide or
other immunosuppressants and reduced ovarian reserve. However, this may
have been due to the low statistical power of the sample, since this was a

secondary outcome and the number of included patients was low.

Our findings must be interpreted in light of some limitations. The
variation in AMH measurement techniques used in different studies may affect
the comparison between our findings and those obtained in other
investigations. Additionally, the fact that case subjects were significantly
younger than controls may have contributed to the higher levels of ovarian
reserve in the former. As such, the age difference between groups may have
been the only factor responsible for the absence of a difference in AMH levels.
The analysis of covariance was also limited by our small sample size, although
this bias was minimized by the use of an ANCOVA. The small number of
patients also limited the power of subanalyses.

In conclusion, our results suggested that patients with SLE and healthy
controls have similar ovarian reserve, even after adjusting for age. Knowledge
regarding ovarian reserve levels is fundamental for treatment planning, as it
allows doctors to avoid prescribing gonadotoxic drugs to women who may still
have some residual ovarian activity and wish to have a children. AMH levels
provide a practical and reliable measure of ovarian reserve. However, the
measurement of AMH levels using different immunoassay procedures must

still be further investigated in different populations of patients with SLE.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A presente dissertacdo de mestrado é fruto do trabalho realizado no
ambulatério de lupus eritematoso sistémico do Servigo de Reumatologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. A colaboragao de professores, médicos contratados,
meédicos residentes e alunos de iniciacao cientifica foi fundamental para a realizacao

deste estudo.
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO |
CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

1. Eritema malar: eritema fixo, plano ou elevado, nas eminéncias malares,
tendendo a poupar a regido nasolabial.
2. Eritema discoide: placas eritematosas elevadas, ocorrendo cicatrizagao
atréfica nas lesdes antigas.
3. Fotossensibilidade: eritema cutadneo resultante de reagdo incomum ao
sol, por historia do paciente ou observacdo do médico.
4. Ulcera oral: ulceragdo oral ou nasofaringea, geralmente ndo-dolorosa,
observada pelo médico.
5. Artrite: artrite ndo erosiva envolvendo 2 ou mais articulagdes periféricas,
caracterizada por dor a palpacéo, edema ou derrame.
6. Serosite:
(a) pleurite — histéria convincente de dor pleuritica, atrito auscultado pelo
meédico ou evidéncia de derrame pleural.
ou
(b) pericardite — documentada por ECG, atrito ou evidéncia de derrame
pericardico.
7. Alteragao renal:
(a) proteinuria persistente >0,5g por dia ou >3+ se nao quantificada
ou
(b) cilindros celulares: podem der hematicos, granulares, tubulares ou
mistos.
8. Alteragao neurolégica:
(a)convulsdo — na auséncia de drogas implicadas ou alteragdes
metabodlicas conhecidas (ex.: uremia, cetoacidose ou disturbios

hidroeletroliticos).



59

ou
(b) psicose — na auséncia de drogas implicadas ou altera¢gdes metabdlicas
conhecidas (ex.: uremia, cetoacidose ou disturbios hidroeletroliticos).
9. Alteragdao hematolégica:
(a) anemia hemolitica com reticulocitose.
ou
(b) leucopenia - <4000/mm? total em 2 ou mais ocasides.
ou
(c) linfopenia - <1500/mm?® em 2 ou mais ocasides.
ou
(d) trombocitopenia - <100 000/mm? na auséncia de drogas causadoras.
10. Alteragao imunolégica:
(a) anti-dsDNA — anticorpo ao DNA nativo em titulos anormais.
ou
(b) anti-Sm — presencga do anticorpo ao antigeno nuclear Sm.
ou
(c) achados positivos de anticorpos antifosfolipideos baseados em: (1)
concentragcéo sérica anormal de anticardiolipina 19G ou IgM; (2) teste
positivo para anticoagulante lupico usando teste-padréo ou (3) VDRL
falso positivo por pelo menos 6 meses e confirmado por FTA-Abs.
11. Anticorpo anti-nuclear (FAN): titulo anormal do FAN por
imunofluorescéncia ou método equivalente em qualquer momento, na
auséncia de drogas sabidamente associadas ao lupus induzido por

drogas.

Para fins de classificagdo de doencga, o (a) paciente deve apresentar pelo

menos 4 dos 11 critérios.
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7.2 ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA CONTROLES

AVALIAGAO DA RESERVA OVARIANA EM MULHERES PRE-MENOPAUSICAS
PORTADORAS DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune que acomete principalmente
mulheres em idade fértil e pode atuar negativamente sobre a fertilidade, sendo pela atividade da
doencga (que pode causar inflamagéo nos ovarios) ou pela toxicidade das medicag¢des utilizadas no
seu tratamento. Este estudo esta sendo realizado para avaliar o impacto desta doenca na reserva
ovariana destas pacientes, ou seja, na sua fertilidade/capacidade de engravidar.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Serao utilizadas amostras de sangue de controles higidos (pessoas sem doencgas) e de
pacientes com Lupus eritematoso sistémico. Serdo dosados os niveis do hormdnio anti-Mdlleriano
nestas amostras e comparados os seus valores. Através da dosagem do horménio anti-Mulleriano
podemos estimar a reserva ovariana, sendo que quanto mais altos os niveis deste hormonio, maior o
numero de foliculos ovarianos remanescentes e maior a chance da mulher engravidar. Vocé que
participara deste estudo e NAO apresenta Lupus, fara parte do grupo controle. Sera feita comparacgéo
dos niveis de horménio anti-Milleriano das pacientes Iupicas com o grupo controle para investigar se
ha diferencas entre os dois grupos.

QUAIS SAO AS VANTAGENS DE PARTICIPAR NESTE ESTUDO?
1. Colaborar para o avanco e progresso do conhecimento sobre o LES.

QUAIS SAO AS DESVANTAGENS DA PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO?
1.  Comparecer ao hospital

2. Realizar pungao venosa para coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e colegcédo de
sangue na pele (equimose ou hematoma).

DADOS RELATIVOS A PROTEGAO DO PARTICIPANTE

A. Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo serdo revelados dados que permitam
identificar os participantes em hip6tese alguma.

B. A adesdo ao estudo é voluntéria, ou seja, cada participante é livre para decidir nao participar.

C. A decisdo de nao participar nao interferira no acompanhamento normal dos participantes no
Ambulatério, na Emergéncia nem na Internagéo do Hospital de Clinicas.

D. O participante é livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem necessidade de
fornecer justificativa.
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- O participante nao tera qualquer custo com a realizagao do exame.

- O participante recebera uma via deste documento.

COMPREENSAO E AUTORIZAGAO
Tendo compreendido as informagdes do presente termo de consentimento e concordado com elas,
permito que os dados desta pesquisa sejam utilizados para avaliagado de reserva ovariana através da
dosagem do hormonio anti-Mulleriano.
Em caso de duvida, vocé podera contatar:
Pesquisador responsavel: Jodo Carlos Tavares Brenol.
Outros pesquisadores envolvidos no estudo: Andrese Aline Gasparin, Odirlei André Monticielo,
Ricardo Machado Xavier, Claiton Viegas Brenol, Rafael Mendonga da Silva Chakr, Charles Lubianca
Kohem, Penélope Palominos.

Servigo de Reumatologia: Telefone: (051) 3359 8340; FAX: (051) 3331 3834

Comité de Pesquisa e Etica: Telefone: (051) 3359 8304

Paciente:

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 201__.
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7.3 Anexo Il

TERMO DE RECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CASOS

Eu, participante do estudo dos
polimorfismos do receptor de vitamina D em pacientes com Lupus Eritematoso sistémico, realizado
em 2011, consinto que a amostra sanguinea previamente coletada para este estudo seja utilizada
para a realizacdo de um novo estudo: AVALIAGAO DA RESERVA OVARIANA EM MULHERES
PRE-MENOPAUSICAS PORTADORAS DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO. O Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga autoimune que acomete principalmente mulheres em
idade fértil e pode atuar negativamente sobre a fertilidade, sendo pela atividade da doencga (que pode
causar inflamagao nos ovarios) ou pela toxicidade das medicagdes utilizadas no seu tratamento. Este
novo estudo esta sendo realizado para avaliar o impacto desta doenga na reserva ovariana destas
pacientes, ou seja, na sua fertilidade/capacidade de engravidar.

Através da dosagem do hormdnio anti-Mulleriano podemos estimar a reserva ovariana, sendo
que quanto mais altos os niveis deste hormoénio, maior o numero de foliculos ovarianos
remanescentes e maior a chance da mulher engravidar. Sera feita comparagdo dos niveis de
horménio anti-Mulleriano das pacientes Iupicas com o grupo controle (pessoas sem lUpus) para
investigar se ha diferencas entre os dois grupos.

- O participante nao tera qualquer custo com a realizagao do exame.
- O participante recebera uma via deste documento.
COMPREENSAO E AUTORIZAGAO

Tendo compreendido as informagdes do presente termo de consentimento e concordado com
elas, permito que os dados desta pesquisa sejam utilizados para avaliagdo de reserva ovariana
através da dosagem do Horménio Anti-Mulleriano.

Em caso de duvida, vocé podera contatar:

Pesquisador responsavel: Jodo Carlos Tavares Brenol

Outros pesquisadores envolvidos no estudo: Andrese Aline Gasparin, Odirlei André Monticielo,
Ricardo Machado Xavier, Claiton Viegas Brenol, Rafael Mendonga da Silva Chakr, Charles Lubianca
Kohem, Penélope Palominos.

Servigo de Reumatologia Telefone: (051) 3359 8340; FAX: (051) 3331 3834

Comité de Pesquisa e Etica: Telefone: (051) 3359 8304

Paciente:

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 201__.
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7.4 ANEXO IV

FICHA DE COLETA DE DADOS DOS INDIVIDUOS CONTROLES

Ne°: Data da coleta:

Nome:

Data de nascimento:
Raca:

Sexo:
Comorbidades:

- DCV: () Assintomatica ( ) Angina () IAM () AVC () TVP () Trombose arterial
() TEP () Claudicagao () AIT

- HAS:
- DM:
- Dislipidemia:

- Obesidade: IMC: Peso: Kg Altura: cm

Historia Familiar de LES: () Sim () Nao () Desconhece
Histéria familiar de DCV: () Sim () Ndo () Desconhece
Uso de medicagoes:

AAS () Estatinas( ) Anticoagulantes( ) Bifosfonados( )

CaCO3+ Vit D() Anti-HAS( )
Tabagismo: Extabagista: Anos/maco:
Etilista:

Uso de anticoncepcional oral: ()sim () nao
Gestacgoes:
Partos e Cesareas:

Abortos
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7.5 Anexo V

PROTOCOLO DE AVALIA’(;AO CLINICAE LABORATORIAL DO AMBULATORIO
DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

IDENTIFICAGAO n°
Nome: Registro
Sexo: F [] M [ Racga: Branco[] Nao branco[]

Data de nascimento: / /

Profissao: Estado civil:

Naturalidade/procedéncia:

Enderecgo:

Cidade: CEP: -
Telefones:

Data do inicio dos sintomas: _ /_/  Data do diagnéstico: __/ |

Manifestagdes iniciais no diagnéstico:

Inicio do acompanhamento no HCPA: _ /| |
Obitos: S N[J Data: _ /| /| _

Causa:

CRITERIOS DE CLASSIFICAGAO PARA LES (ACR 1997)
1.[J Rash malar 2] Rash discoide 3.[] Fotossensibilidade 4.[] Ulceras orais/nasais
5.1 Artrite 6.0 Serosite:[] Pleurite (] Pericardite
7. Doencga renal: Classe: (data: _/_ /) I sem bidpsia
indice de atividade: _ / indice de cronicidade: /|
8. Doenca neurolégica:[1 Psicose [ Convulsgo

9.0 Hematolégico:L] Anemia hemolitica [ Leucopenia/linfopenia [ Plaquetopenia

10CJFAN: Titulag&o: Padréo:
11 Imunolégico:L] anti-DNA (titulagio ) [ anti-Sm
[ aCL: IgG IgM

O Anticoagulante lapico J vDbRrRL
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Hipertensido s [N Tabagismo [[Is [IN Atual[L] Passado
Anos-mago:

Diabetes s |[CIN Etilismo CIs N Atual L[] Passado
Dislipidemia S |[CIN Obesidade [1s [CON | Peso: Altura: IMC:
Hist. Fam. DCV S |[CIN SAAF s N | Assinalar critérios folha anexa
Hist. Fam LES s [LIN S. de Sjogren ﬂ:| S N | Assinalar critérios folha anexa
Eventos CV s [N JAvc OJAT [JAngina [ 1AM CI1vP

Claudicacéo intermitente Outros
Historia obstétrica: G: / P: / C: | A: obs:

DAls/Sobreposigoes:

Anti-ENA:

TRATAMENTO REALIZADO

O Corticoterapia (Dose Max: _ mg/Kg/d)

O Azatioprina

O Micofenolato mofetila

[ Rituximabe
0 ACO/TRH
[ Estatina

O ciclofosfamida

[ Metotrexate

O ciclosporina

O
O
O

OO0 oooad

Pulsoterapia
Cloroquina/hidroxicloroquina
Dapsona
AAS
CaCo3/D3
Danazol
Anticoagulante
Bisfosfonados

Anti-hipertensivos
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7.6 Anexo VI
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Received 29 January 2014 licles and appears to be the best endocrine marker capable of estimating ovarian reserve.

Accepted 2 May 2014 Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease that predominantly affects

Available online xxx women of reproductive age and may negatively affect their fertility due to disease activity
and the treatments used. Recently, several studies assessed AMH levels to understand the

Keywords real impact of SLE and its treatment on fertility.

Anti-Millerian hormone © 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Ovarian reserve
Systemic lupus erythematosus

Hormonio anti-Miilleriano como preditor de reserva ovariana em
pacientes ldpicas: uma revisio

resumo

Palavras-chave. O horménio anti-Miulleriano (HAM) ¢ secretado a partir das células da granulosa dos folicu-
Horménio anti-Milleriano los ovarianos em crescimento e parece ser o melhor marcador endécrino capaz de estimar a
Reserva ovariana reserva ovariana. O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune que acomete
Lupus eritematoso sistémico predominantemente mulheres em idade reprodutiva e pode afetar negativamente sua fer-

tilidade pela atividade da doenga, bem como pelos tratamentos usados. Conhecer o real
impacto do LES e de seu tratamento na fertilidade vem sendo o objetivo de estudos recentes,
os quais tém usado o HAM para esse fim.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.
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Introduction

Better treatment conditions and the management of infec-
tions have not only contributed to increase the survival of
systemic lupus erythematosus (SLE) patients, but also pro-

vided better quality of life, sonowadays most of these patients

are able to work normally. With the increasing participation of
women in the labor market, the moment they decide to have
theirfirst child has beenincreasingly postponed. Female fertil-

ity starts to decline at the beginning of the third decade of life
and could be hampered in SLE patients due to disease activ-
ity and its treatment. This makes fertility-related problems in
such patients more and more important, hence the need to

have effective markers to predict ovarian reserve.

Anti-Miillerian hormone as an ovarian reserve
marker

Around the twentieth week of pregnancy, the number of
oocytes reaches a maximum of six to seven million and, in
a continuous process of atresia/apoptosis, only one to two
million follicles reach the neonatal period.! Only oogonia that
enter meiosis will survive atresia in the fetal ovary before birth.

At menarche, around 300 thousand are viable. Women use
around 500 primordial follicles during the reproductive years.
At menopause, the ovary is formed by dense stroma and rare
remaining scattered oocytes.?

Follicular growth starts in the fetus, in a continuous pat-
tern, and is related to the total mass of follicles and with
factors released by atretic ovarian follicles. Follicular growth
cycles and subsequent atresia initiate before birth and con-
tinue through the reproductive years. The viability of the
oocyte declines in older women in reproductive age before
they present any measurable serum or intrafollicular hor-
mone concentration decrease.” Menopause is associated with
amarked declinein the number of oocytes, whichis attributed
to the progressive atresia of the original pool of oocytes. How-
ever, evidences of complete depletion of oocytes are currently
limited.?

The anti-Mullerian hormone (AMH), also called Mullerian-
inhibiting substance, is a polypeptide, member of the
transforming growth factor-b (TGFb) family. It is involved in
the sexual differentiation of the male embryo, inducing regres-
sion of the Mullerian duct, embryological precursor of the
female reproductive tract* In female individuals, it starts
expressing in the fetal ovary after the 36th week of pregnancy.
It is expressed by the granulosa cells of growing ovarian fol-
licles: primary, secondary, preantral and small antral, being
produced at higher levels by the last two.” It has two main
mechanisms of action in the ovary: inhibits the initial recruit-
ment of primary follicles from primordial follicles, and inhibits
the sensitivity of antral follicles to follicle-stimulating hor-
mone (FSH) during cyclical recruitment (Fig. 1). The AMH
prevents the premature depletion of follicles.® Despite the
“anti” prefix, the AMH has no role in the production of anti-
bodies.

The term “ovarianreserve” describes the number and qual-
ity of the remaining oocytes in the ovaries. The amount of

* AMH

Fig. 1 - Anti-Miillerian hormone (AMH) and
folliculogenesis. AMH is secreted by growing follicles and
secretion increases over follicular development. Highest
levels are secreted by preantral and small antral follicles.
AMH inhibits the initial recruitment of primary follicles
from the pool of primordial follicles and reduces the
sensitivity of antral follicles to follicle-stimulating hormone
(FSH) during recruitment.

remaining primordial follicles appears to correlate with the
number of growing follicles. As only growing follicles produce
AMH, their plasma levels reflect the amount of remaining pri-
mordial follicles.” Studies in mice® and chimpanzees® have
shown strong correlation between the levels of AMH and the
number of primordial follicles.

Other current tests to estimate the ovarian reserve include
hormone (FSH, estradiol, inhibin B) and sonographic markers
(antral follicle count and measurement of ovarian volume).
These tests direct orindirectly reflect the number of remaining
antral follicles. Antral follicle count is a direct sonographic
measurement. In the early follicular phase, the levels of
inhibin B and estradiol are considered dependent on the num-
ber of antral follicles. FSH levels are regulated by negative
feedback of these two granulosa cell products, so they indi-
rectlyrefiect the poo! of antral follicles. The age-related decline
of oocytes leads to reduced levels of estradiol and inhibin
B and, consequently, the increase of FSH.! Compared with
these hormonal markers, AMH plasma levels appear to asso-
ciate better with the longitudinal decline of oocytes/follicles
over time, even before the occurrence of irregular cycles.!! As
opposed tothe cyclic fluctuations of FSH, estradiol andinhibin
B, the AMH has small or absent intracyclic fluctuation. There-
fore, the AMH reflects the continued growth of small follicles.
AMH levels are relatively unaffected by conditions that sup-
press late stages of FSH-dependent follicular development,
like pregnancy,'? the use of hormonal contraceptives'® andthe
treatment with GnRH agonists. In addition to that, the AMH
does not appear to be affected by the body mass index (BMI) or
smoking.'# The predictive value of the AMH to estimate ovar-
ian reserve is still uncertain. Several longitudinal prospective
studies following normo-ovulatory women for more than 11
years have shown that the AMH is the best endocrine marker
to assess ovarian aging, and that AMH plasma levels, with
reasonable accuracy, can predict the onset of menopause.'?
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The AMH appears to be an early, reliable and direct pre-
dictor of declining ovarian function. However, there is no
consensus regarding appropriate threshold values. Literature
data showed significant dispersion of serum AMH concentra-
tions in comparable populations obtained from two different
ultrasensitive immunoassays available in the market - AMH
Beckman Coulter ELISA and AMH Diagnostic System laboratories
(DSL) ELISA. A previous study found AMH levels around 4.6
times lower with the DSL kit, showing that the cut-off value
varies according to the assay being used.!® In studies that
assessed the success rate of in vitro fertilization, serum AMH
levels below 0.5ng/mL strongly suggested follicular depletion,
while serum levels 21.26 ng/mL were consistent with a good
ovarian reserve.'*!7

How can lupus systemic erythematosus impair fertility?

Infertility is defined as the failure to conceive after 12 months
of regular unprotected intercourse. Autoimmunity can inter-
fere with many aspects associated with fertility, causing,
for example, tubal function changes, ovarian failure, embryo
implantation failure and miscarriages.

A case-control study conductedin 2009 in Finland assessed
thereproductive history of SLE women compared with healthy
controls. The authors found no difference in the mean
age at menarche and the frequency of infertility. However,
menopause occurred earlier among SLE patients.!®

Around 10-30% of women with premature ovarian failure
(POF) have a concomitant autoimmune disease.!® Autoim-
mune reactions against ovaries can be general or partial,
leading to a fluctuating course of POF. The evidence of
an autoimmune basis for POF is given by the presence of
antibodies against steroid-producing cells in around 80% of
patients and oophoritis with infiltration of CD4+ and CD8+ T
lymphocytes.?

It is suggested that fertility in some patients could be
reduced due to menstrual irregularities and anovulatory
cycles during disease activity and the administration of
high doses of corticosteroids.?! At least 53% of SLE patients
under the age of 40 present some degree of menstrual
irregularity, while menstrual alterations are more frequent
among patients with greater disease activity.?> The ovar-
ian function can be reduced by autoimmune oophoritis in
SLE, leading to POF while a reduced ovarian reserve is
associated with reduced AMH levels.?* Lupus nephritis can
result in end stage renal disease and amenorrhea together

with hyperprolactinemia.?* Around one third of SLE women
present antiphospholipid antibodies, which could explain the
SLE/miscarriage association.2’

Therapeutic agents prescribed to treat SLE may impair fer-
tility, such as is the case of high doses of steroids, NSAIDs
and cyclophosphamide, which, in particular, influence the
ovarian function, especially at older ages. A study published
in 2006 found 39% of prevalence of ovarian failure among
patients treated with cyclophosphamide under the age of
30 and 59% of patients aged 30-40.2 A cohort study per-
formed from September 2010 to July 2011 in the United
States, comparing the reproductive history of young women
with rheumatic diseases, with or without prior exposure to
cyclophosphamide, concluded that more women with prior
exposure to cyclophosphamide had amenorrhea, infertility
and nulliparity.?’

Ovarian reserve
patic through anti-
state-of-the-art

inp ypausal SLE

Miill hormone -

Few studies using AMH to assess ovarian reserve in SLE
patients have been published to date. A case-control study
conducted in Germany from February 2009 to May 2010 ana-
lyzed the influence of SLE in ovarian reserve considering
disease activity and disease duration. The ovarian reserve was
determined through serum AMH levels in 33 premenopausal
SLE patients without prior exposure to cyclophosphamide and
in 33 age-matched control patients. AMHlevels in SLE patients
were significantly lower than in healthy controls. No signifi-
cant differences were found between the groups in relation to
the number of children and abortions, and there was no corre-
lation between the AMH level and the duration of the disease
or SLEDAI as a disease activity index. Despite presenting mild
disease activity, the ovarian reserve of SLE patients was signif-
icantly smaller than that of age-matched healthy controls.>®
AMH levels and its relationship with age and prior expo-
sure to cyclophosphamide were investigated in a cohort of 216
Chinese SLE patients followed from July 2009 to October 2009.
It was found that the mean level of AMH was significantly
lower in patients who had prior exposure to cyclophos-
phamide, according to their ages. However, there was no
significant differences when users or non-users of other
immunosuppressive agents, such as mycophenolate mofetil,
azathioprine and calcineurin inhibitors, were compared.?”

Please cite this article in ptbs's as Gasﬁiaﬁﬂ A.A. et al Anti-Mullerian hormone levels as a }ﬁ‘ed.\tito’r bf avadm resewe in system-t mprus

gxythematusus patxents a review. Rev Eras Reumatol. 2015, ttp[»’dx <o oxgiw 1016/1,1%19, 201405008
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A case-control study conducted in 2012 in France found
low AMH levels in SLE patients with significant decrease
associated with age and prior use of cyclophosphamide. Nev-
ertheless, the risk of pregnancy failure was low (15.8%). The
prior use of cyclophosphamide was a predictor while AMH
levels were not.>®

A case-control study with a small number of patients (27 in
each group) conducted in Brazil found similar mean ovarian
reserve values in both groups. However, SLE patients showed
broader distribution of AMH levels. The ovarian function was
more compromised in patients with higher cumulative dose
of cyclophosphamide and higher disease damage score.’! The
summary of the main articles published to date can be seen
in Table 1.

Conclusion

AMH has been increasingly reported as a reliable marker of
ovarian reserve. The role of cyclophosphamide as the cause of
infertility, evidenced by lower levels of AMH in age-matched
and previously exposed patients, is well established. However,
further studies, with larger number of patients, are necessary
to assess differences in the ovarian reserve of SLE patients
when compared with controls, and the implications of dis-
case activity on the fertility of these patients. Agents withless
ovarian toxicity could be offered to patients withreduced AMH

levels and to those who wish to become pregnant.
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